(19) 



J 



(12) 



EuropSisches Patentamt 
European Patent Office 

Office europeen des brevets (11) 

EUROPAlSCHE PATEMTSCHRIFT 

(51) Inta 7 : A61K 39/39 



EP 0 732 936 B1 



(45) Veroffentlichungstag und Bekanntmachung des 
Hinweises auf die Patenterteilung: 
29.03.2000 Patentblatt 2000/13 

(21) Anmeldenummer: 95903236.8 

(22) Anmeldetag: 07.12.1994 



(86) Internationale Anmeldenummer: 
PCT/DE94/01495 

(87) Internationale VerSffentiichungsnummer: 
WO 95/15768 (15.06.1995 Gazette 1995/25) 



(54) ADJUVANS FUR ANTIGEN E, VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG UND VERWENDUNG 

ADJUVANT FOR ANTIGENS, PROCESS FOR PRODUCING THE SAME AND ITS USE 
ADJUVANT POUR ANTIGENES, SON PROCEDE DE PRODUCTION ET SON UTILISATION 



m 

CO 
CO 

o> 

CM 
CO 

o 

Q. 
LU 



(84) Benannte Vertragsstaaten: 
CH DE DKFRGB IT LI NL 

(30) Prioritat: 09.12.1993 DE 4341938 
05.12.1994 DE 4445074 

(43) VerOffentlichungstag der Anmeldung: 
25.09.1996 Patentblatt 1996/39 

(73) Patentinhaber: Exner, Heinrich 
39291 Mdckern (DE) 



(72) Erfinder: Exner, Heinrich 
39291 Mdckern (DE) 

(74) Vertreter: 

Fleischer, Harald et al 

Dr. Klaus-JOrgen Eckner & Partner, 

BrQckenstrasse 14 

10179 Berlin (DE) 



(56) Entgegenhaftungen: 
EP-A- 0 013 851 
FR-A-2 446 111 



DD-A- 265 992 
US A- 3 577 524 



Anmerkung: Innerhaib von neun Monaten nach der Bekanntmachung des Hinweises auf die Erteilung des 
europaischen Patents kann jedermann beim Europaischen Patentamt gegendas erteiite europaische Patent Einspruch 
einlegen. Der Einspruch ist schrrftlich einzureichen und zu begrQnden. Er gilt erst a!s eingelegt, wenn die 
Einspruchsgebuhr entrichtet worden ist (Art 99(1) Europaisches PatentObereinkommen). 

Primed by Xerox (UK) Business Servloes 

2.ie.7/ae 



PLTfUSO? /-b*lTz 



1 EP0 732 

Bescnrelbung 

[0001 ] Die Erfindung bezieht sich auf Adjuvantien fOr 
Antigene wle Vlren, Bakterien, Parasften efnschiieBlich 
Ihrer Stoffwechselprodukte bzw. Teile der Strukturen s 
von Viren, Bakterien und Parasften zur [mmunisierung, 
Verfahren zur Herstellung und Verwendungen. 
[0002] Die Applikation von Impfstoffen erfolgt zur Ver- 
besserung der Arrtikorperausbildung mil Hiife von Ariju- 
vantien. Adjuvantien sollen dabei cfie Resorption io 
parenteral verabrei enter Antigene veriang&amen und 
damit einen langen Arttigenreiz ausuben. Dadurch wir- 
ken sie als Verstarker immunogener Wirkung von Anti- 
genen. 

[0003] Bekannt 1st das sogenarmte Freund-Adjuvans, is 
daB in seiner inkomptetten Form eine Mineratol-in-Was- 
ser- Emulsion darsteiit, wahrend die komplette Form 
unter Zusatz von inaktivierten Mykobakterien zur 
fnkompletten Form hergestelit wird. Die Adjuvanswir- 
kung inaktMerter Mykobakterien wird einer darin ent- 20 
haltenden Wachsfraktion zugeschrieben. Das 
komplette Freund-Adjuvans ruft haufig am Ort der 
Applikation eine Granulombildung hervor. Daher wird 
das originare komplette Freund-Adjuvans nur fur tier ex- 
periment! ell e Zwecke verwendet. 25 
[0004] In der Medizin werden als Adjuvantien haufig 
Aluminium-Verbindungen in Form von Hydroxiden Oder 
Phosphaten angewendet. Diese Aluminiumverbindun- 
gen ergeben durch Kopplung mit tmpf-Antig enen die 
sogenannten AdsorbaMmptstoffe, deren immunpoten- 30 
zierende Wirkung durch entstehende Impfstoffdepots 
erWart werden, aus denen das Antigen verzogert zur 
Resorption freigesetzt wird. Nachteiiig beim Einsatz der 
testen Aluminiumverbindungen ist ihre Neigung zur 
Aggregation und zur Sedimentation sowie ihr Ruck- 35 
standsverhaiten. 

[0005] Ein werterentwickeltes inkomplettes 

Freund'sches Adjuvans ist eine stabile Wasser-in-Cl- 
Emulsion, die bekanntermaBen aus Mineralol, einfa- 
chem Emulgator wie Manitolmonooleat, physiologi- 40 
scher Kochsalzlosung und Tween 80 besteht Diese 
Komponenten werden in der Regel mrt einem Hochlei- 
stungshomogenisator dispergiert und mrt spezifischen 
Impfantigenen zur Vakzine komplettiert 
[0006] Allen diesen Vakzinen auf der Basis der 4$ 
genannten Wasser-in-Cl -Emulsion ist gemeinsam, daB 
die Antigenverteilung nur in der waBrigen Phase der 
Emulsion erfolgt und damit keine entsprechend lange 
Depotwirkung des Antigens erreicht wird. Da die Visko- 
sitat von Wasser-in-Ol-Emulsionen relativ hoch ist, las- so 
sen sie sich schlecht applizieren, d.h. es mQssen 
KanQlen mit groSem Kaliber verwendet werden. Hierzu 
kommt, daB aiie eingesetzten Gerate wegen der Vero- 
lung einer intensiven Reinigung bedurfen. 
[0007] Am Ort der Injektjon erfolgt moglicherweise ss 
eine Granulombildung, die zufotge hat, daB die Anti- 
gene Qber die Lymphbahnen rasch inkorporiert werden. 
[0008] Die maximale Hattbarkeitsdauer bei Tempera- 
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turen von 37=0 wird in der Literatur mit einer Woche 
angegeben. 

[0009] Danach kommt es zur Trennung und Abschei- 
dung der Wasservon der Oiphase und damit zur Zerstc- 
rung der Emulsion. 

[0010] Nachteiiig ist es eberrfalis, daB zur Herstellung 
dieser Wasser-in-Ol-Emulsionen Hochleistungshomo- 
g en i sat or en unbedingt erforderlich stnd. Ein werterer 
Nachteil ist, daB der Transport und die Aulbewahrung 
der Emulsion ausschlieBiich bei Kuhlschranktemperatu- 
ren erfolgen muB. 

[0011] In der DD 265 992 ist ein Adjuvans for Antigene 
zur Immunisierung sowie Verfahren zur Herstellung 
desseiben beschrieben. Die hier voriiegende Ol-in- 
Wasser- Emulsion weist eine niedrige Vtskosiat der Vak- 
zine auf, die keine besonderen Anforderungen an die 
Applikationstechnik stem. Die Gerate kOrtnen ohne 
besonderen Aufwand gereinigt werden und die Verwen- 
dung des hier angegebenen dipolaren aprotonischen 
Losungsmittels soil die Verteilung des Antigens in der 
waBrigen und in der Ol- Phase garantieren und damit 
den Imrnunisierungseffekt erhohen. Zur Herstellung der 
Oi-in-Wasser-Emulsion sollen relativ geringe mechani- 
sche Energien notwendig sein, so daB einfache ROhr- 
apparate genQgen sollen, urn eine Emulsion der dort 
beschriebenen Art herzustellen. Der Olanteil der Emul- 
sion besteht aus Mineratdl und kann ggf. auch Silikon- 
flle enthalten. 

[001 2] Nachteiiig an diesem Adjuvans ist jedoch, daB 
die Verwendung von Mineraldlen in diesem Falle Paraf- 
finfile, eine Reihe Problems bezGglich der Stabiffiat der 
Ol-in-Wasser-Emulsion mit sich bringt. So ist die Varia- 
tion der Viskositat des Mineralols nur in Weinen Gren- 
zen moglich. Das fuhrt dazu, daB bei der Dispergierung 
Oltrdpfchen mit relativ groBer TeilchengrOBe entstehen. 
GrOBere Oltr6pfchen bewirken eine Erhehung der 
Gesamtviskositiat der Emulsion mit den damit verbun- 
denen Nachteilen und sie beeinfluBen auch die Stabili- 
tat der Emulsion ungGnstig, d.h. ein Aufrahmen des 
Oles laBt sich nicht vermeiden, insbesondere nach lan- 
gerem Stehen der Emulsion. 

[001 3] Auch die in dieser Ol-in-wasser-Emulsion vor- 
handene polydisperse GrdBenverteilung der Oltrdpf- 
chen fOhrt zu instabilen Verhaltnissen und 
Histoinkompatibilitaten. 

[0014] Nachteiiig ist weiterhin, das Ruckstandsverhal- 
ten der Mineraldle, die im Organismus Unvertraglichkei- 
ten herbeifOhren und die bei der Anwendung im Tier 
Probleme bei der Verwertung der Here fur die mensch- 
liche Ernahrung schaffen konnen. 
[0015] Hinzu kommt daG MineraiOle bestimmte Anti- 
gene angrerfen und damit Impfstoffe unwirksam 
machen konnen. 

[0016] Auch der Einsatz der sogenannten dipolar- 
aprotischen Losungsmitteln wie Dimethylsutfoxid in Ver- 
bindung mH Mineralolen bringt nicht die erhoffte Depot- 
wirkung. Offensichtlich ist der Austausch der Antigene 
zwischen Wasser- und Ol-Phase im Sinne einer langsa- 
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rrcen Nachiieferung von Antigenen aus der Ol-Phase in 
die waSrige Phase (Boosterung) in Qegenwart efnes 
dipolaraproischen LOsungsmittels nicht optimal gewahr- 
leistet 

[0017] Aufgabe der Erfindung 1st es. Adjuvantlen zur s 
Verfugung zu stellen, die durch die Kombfnation mrt 
Impfantigenen Oder in Kbmbination mit PeptkJoglycanen 
in einer histokompatfclen Formulierung es moglich 
machen, daS die Abwehrmechanismen im KCrper so 
welt stimuliert werden, da3 erstmalig neben der aktiven io 
Immunprophylaxe auch schwacher Arrtigene die alige- 
meine und spezifische Immuntherapie moglich wird. 
Dabei soil die Adjuvansherstellung den allgemein ufoli- 
chen Aufwand nicht Gbersteigen und die Applikations- 
moglichkeit des Impfstoffes sichern. In relativ is 
immuninkompetenten LebensaJbschnitten soil durch 
eine Kbmbination der allgemeinen Immunprophylaxe 
oder alleinige Anwendung des Adjuvans eine hohe 
Immunkompetenz erreicht werden. Das RGckstandsver- 
halten des Adjuvans sol! keine ProWeme mfl sich brin- 20 
gen. 

[001 8] Die Losung der Aufgabe erfolgt mit Adjuvantien 
fflr Arrtigene, ein Verfahren zur Herstellung und Verwen- 
dung der Adjuvantien gemfiG der kennzelchnenden 
Teile der Anspruche 1, 7 und 14 sowie der Verwen- 25 
dungsansprQche 15 und 16. 

[001 9] Die erf indungsgemaften Adjuvantien sind vom 
Typ her Ol-in-Wasser-Emulsionen. Die Cl-Phase 
besteht aus Potydimethylsiloxanen und die waGrige 
Phase im wesentlichen aus biokompatibler Salzldsung. 30 
Stabilisiert wird die Ol-Phase in der Wasser-Phase mit- 
tels eines Komplexemulgators. der einen HLB-Wert von 
9-16 aufweist Der Kbmplexemulgator ist eine Kombina- 
tion aus aliphatischen Alkoholen im wesentlichen mit 
der KettenlSnge C 10 bis C 10 o aus Sorbitol und/oder 35 
Glycerorfettsaureestern und aus Polysorbaten. Die bio- 
kompattole Salzlosung ist eine Phosphat gepufferte 
Natriumchloridlosung, die Chelatbildner enthait. Erfin- 
dungsgemaB enthait die Kcmbination zusdtzlich Dime- 
thylsulfoxid, das sich entsprechend seinem 40 
L6s!ichkertsverha!ten in beiden Phasen verteilt 
[0020] ZweckmaOig ist es, mehrwertige, wasseriosli- 
che Alkohole wie Glycerol zuzusetzen. Insbesondere 
die Chelatbildner bewtrken eine weitere Stabilisierung 
der Emulsion 45 
[0021] ErfindungsgemaG wird durch Zusatz von Pep- 
tidoglycanen auf der Basis von speziesspezifischen 
Staureus-Stammen und wasserloslichen natQrfichen 
und/oder syrrthetischen Polymer en zum inkompletten 
Adjuvans ein komplettes Adjuvans hergesteltt Die im so 
kompletten Adjuvans anwesenden wasserloslichen 
Polymere Qben eine zusdtzliche stabilisierende Wir- 
kung auf die Emulsion aus. Sie beeinflussen werterhin 
auBerordentlich gOnstig die Preigabe der Arrtigene am 
Injektionsort sowohl aus der Ol-aus auch aus der Was- ss 
serphase. 

[0022] Die Polydimethylsiloxane sind durch entspre- 
chende Wahl des Polymerisationsgrades bezOgltch 



[hrer Vlskositat in weiten Grenzen varlierbar. 
[0023] Es zeigte sich nun Qberraschend, dad ins- 
besondere die Kombination zwischen Polydimethylsilo- 
xan ais Ol-Phase und durch Verwendung des 
Kbmplexerrajlgators eine felnteilige Emulsion mrt enger 
Gro Genverteilung der Oftropfchen hersteflbar let die bei 
Anwesenheit von Dlmethyisurfoxid eine rasche Vertei- 
tung des impf -Depots am Injektionsort bei Erhaftung der 
Boost ereffekte ermogllcht Dadurch wird eine hohe 
Histokompatibilitat erreicht die die Voraussetzung for 
die Anwendung der Polydimethylsiloxane darsteilt. 
[0024] Das Zusammenwirken von Polydi methyl siloxa- 
nen und den Peptidoglycanen auf der Basis der 
Staureus-Stammen fQhrt zu einer bemerkenswerten, 
bisher nicht bekannten fntensitat der unspezifischen 
tmmunantwort vorn T- und B-Zell-Typ. 
[0025] QemaB der Erfindung erfolgt die Herstellung 
des kompletten Adjuvans fur Arrtigene wie VTren, Bakte- 
rien, Parasiten einschJieBIich ihrer Stoffwechselpro- 
dukte bzw. Tefle der Strukturen von Viren, Bakterien 
und Parasiten zur Immunisierung dadurch, da 8 zu dem 
Glycerol enthaltenden inkompletten Adjuvans eine 
Kochsalz enthattene waGrige Zusammensetzung von 
Peptidoclycanen auf der Basis von spezifischen 
St aureus Stammen und wasserloslichen- und naturli- 
chen und/oder synthetischen Polymeren zugef Ogt wer- 
den, wobei zur Herstellung der Peptidoglycane 
speziesspezffische Stamme von St.aureus ausgewahlt 
werden, die auf 5% Blutagar 24 Stunden bebrutet wer- 
den. Die geernteten Staphylokokken werden in 0,5% 
phasphatgepufferten Phenolkochsalziosung aufgenom- 
men und 48 Stunden bei 37°C inaktMert. Die inaktivier- 
ten Staphylokokken werden separiert gewaschen und in 
einer 5%igen Losung eines wasserloslichen naturlichen 
und/oder synthetischen Polymeres in Kbchsalzlosung 
aufgenommen und autoWaviert Die Behandlung im 
AutoWaven erfolgt ais optimale Variant e bei 121°C. Die 
Dosierung der Peptidoglycane liegt zwischen 10 2 und 
10 9 bezogen auf geerntete Keime je ml fertige Vakzine. 
[0026] Afs erfindungsgemaB eingesetzte wasserldsli- 
che Polymere haben sich insbesondere die partiateyn- 
thetischen Celluloseester Polyvinylpyrrolidon und Poly- 
6-Aminohexansaure bewahrt 

[0027] Die erfindungsgemaQ eingesetzten Polydime- 
thylsiloxane weisen verschiedene Vorteile auf. So sind 
sie insbesondere gegenuber oxidativen und hydrolyti- 
schen Einf IQssen bestandtg, sie sind temperaturbestan- 
dig und die Vlskositat&abhangigkeit von der Temperatur 
ist gering. Hinzu kommt, da 6 sie geruchs- und 
geschmacWos sind. Da die Viskositat mit steigendem 
Polymerisationsgrad zunimmt. ist es ohne weiteres 
moglich a priori die gewunschte Viskositat der Emulsion 
einzustellen. Hinzu kommt, da 6 die Polydimethylsilo- 
xane im Gegensatz zu einem Minerals! eine sehr 
geringe Temperaturabhangigkeit zeigen. So eignet sich 
insbesondere ein Potydimethylsitoxan mit tinearer Ket- 
tenstruktur und einem Viskositatswert von 0.0005 rrrVs 
zur Herstellung sehr feinteifiger und im wesentlichen 



3 



WEST 



5 



EP 0 732 936 B1 



6 



homodispsrser Emulslonen. Die relativ niedrige Ober- 
flachenspannung der Polydimethyfslloxane eriaubt es 
mrt geeigneten Kbrnpiexemulgatoren emrtdungsgernaS 
durch spontane Emulgierung die gewCnschten Vertel- 
lungen der Ol-Phase in der waSrigen Phase zu errel- $ 
chen. Die dazu erfindingsgemaS eingesetzten 
Komplaxemulgatoren bestehen aus afiphatischen Afko- 
ho!en der Kettenlange C 10 bis C 100 , aus Sorbitol 
und/oder Giyceroifettsaureester und aus Polysorbaten. 
Ein optimales Verhaltnfs der genannten drei Bestand- w 
telle betragt 1:1:1. 

[0028] Zur Charakterisi erung der Wirkung der 
erfindungsgemaBen Komplexemu! gator en dient der 
HLB-Wert (HYDROPHILE-LIPOPHILE-BALANCE). Ein 
gurtstiger HLB-Wert iiegt bei 12. Ein optimal wirkender 15 
erfindungsgemaBer Komplaxemulgator besteht bei- 
spielsweise aus Poiyoxyethyien-Sorbitol-Hexaoleat 
Polyoxyethylen-(20)-Sorbrtanmonooleat und Cetyl- 
stearylaltohol. Zur Hersteilung des kompletten Adju- 
vanses werden die Peptidogiycane separat oder 20 
zusammen mit dem Antigen zur Immunisierung in dem 
inkompletten Adjuvans im Temperaturbereich von 20- 
30°C als waBrige LOsung zugefOhrt. 
[0029] Das erfindungsgemaBe Adjuvans kann ent- 
sprechend seiner Fertigung waBrige Antigeniesung auf- . 25 
nehmen. 

[0030] Die erfindungsgemaSen Adjuvant' en dienen 
der Immunprophylaxe in der Human- und Veterinar- 
Medizin. Sie werden zur Verb ess erung der Immunpro- 
phytaxe durch aktive StimuHerung der zellularen und 30 
humoralen Immunkompetenz eingesetzt und kfinnen 
durch ihren Wirkungsmechanismus zur allgemeinen 
und spezifischen Immuntherapie eingesetzt werden. 
Die Formuii erung des Adjuvans bewirkt eine rasche 
Verteiiung des I mpf -Depots am Injektionsort bei Erhal- 35 
tung der Boostereffekte. Dadurch wird eine hohe Histo- 
kompatibilitat erreicht. Die AdjuvanshersteJiung 
Obersteigt nicht den ailgemein ublichen Aufwand und 
die Appiikationsf ahigkeit des Impfstoffes. Durch die Ver- 
wendung der Poiydimethyfsiloxane ist eine sehr gute 40 
Temperaturbestandigkeit und Stabilitat der Ol-in-Was- 
ser- Emulsion gesichert. Insbesondere wird durch die 
Kombination von erfindungsgemaBem Adjuvans allein 
mit Impf-Antigenen oder in Kombination mit Peptidogly- 
canen in einer rdstokompatiblen Formuii erung erreicht 45 
daB die Abwehrmechanismen im Organismus soweit 
stimuliert werden. daB erstmaiig neben der aktiven 
Immunprophylaxe schwacher Antigene die atlgemeine 
und spezifische Immuntherapie mdglich wird. 
[0031] Der Wirkungsmechanismus des erfindungs- so 
gemaBen Adjuvans sichert auch eine Immunstimulation 
bei nicrttirrfektidsen Immundepressionen (z.B. Prophy- 
laxe und Therapie dystrophischer Prozesse, Autoim- 
munerkrankungen, Osteopathien etc.). 
[0032] In relativ immuninkompetenten Lebensab- ss 
schnitten soli durch sinnvolle Kombination mit der allge- 
meinen Immunprophylaxe oder alleiniger Anwendung 
des bzw. der erfindungsgemaBen Adjuvantien eine 



hohe Immunksmpetenz erreicht werden (Padlatrle, 
Qeriatrie). 

Beispiel 1 

[0033] Zur Hersteilung von 1000 g erfindungsgema- 
Bem Inkompletten Adjuvans werden 5 g Poiydimethylsi- 
(oxane, 3,5 g Komplaxemulgator mit einem HLB-Wert 
von 12, 2,5 g Glycerol und 2,1 g Dimethylsulfoxid mit 
986,9 g biokompatoler Satzlosung, die 0,2g Ethyl endia- 
mintetraacetat, Na 2 Ca, enthart verruhrt und unter stan- 
digem ROhren auf 100°C erwarmt und bei 121°C und 
0,5 Atmospharen autoWaviert und ansch lie Bend durch 
kraftiges ROhren, beginnend bei 90°C und bei weiterer 
abfallender Temperatur bis unter 30°C, reemulgiert. 
Das auf diese Weise hergestellte Adjuvans ist bei 
AmpuIIentagerung mehr als 4 Jahre und 4°C iagerfahig. 

Beispiel 2 

[0034] Zur Hersteilung des kompletten Adjuvans wer- 
den die Peptidogiycane dem inkompletten Adjuvans, 
hergesteiit nach Beispiel 1, im Temperaturbereich von 
20 bis 30°C als waBrige LOsung zugefOhrt Die Peptido- 
glycankonzentration pro Impfdosis Iiegt in Abhangigkeit 
von der Speziesspezrfitat bei 0,001-50 jig EiweiBstick- 
stoff. Das Adjuvans kann errtsprechend seiner Ferti- 
gung waBrige Antigenidsung zur Vakzinfertigung 
aufnehmen. 

[0035] Zur Hersteilung der Peptidogiycane werden 
speziesspezif ische Stamme von ST. aureus ausgewShlt 
und auf 5% Blutagar 24 Stunden bebrtltet. Die geernte- 
ten Staphylokokken werden in 0,5% Phosphat gepuffer- 
ten PhenolkochsalzJOsung aufgenommen und 48 
Stunden bei 37°C inaktiviert. Die inaktivierten Staphylo- 
kokken werden separiert, gewaschen und in einer 5%- 
igen Polyl(2-oxo-1-pyrrolidinyl) ethylenkochsalzlOsung 
aufgenommen und autoWaviert (121°C). Die Peptido- 
giycane werden danach abzentrifugiert und in einer 
phosphatgepufferten Kochsalzldsung aufgenommen 
und auf einen Stickstoff gehalt von 0,001-50 tig je ID ein- 
gestellt Bei der Auswahl der Stamme von Staphylokok- 
ken bzw. Streptotokken sollten bei den jeweiiigen 
Spezies solche Stamme ausgewahtt werden, die aus 
pathogen en Prozessen stammen und noch nach Mflg- 
lichkeit Hospitalstamme der jeweiiigen Art sind. Errt- 
sprechend des Einsatzes erfolgt die AbfOHung des 
kompletten Adjuvans in Impfstofflaschen. 

Beispiel 3 

Tauben: 

Paramyxovirusinfektion 
Status prase ns: 

[0036] Ein Bestand von 300 Tauben war an PMV- 
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Infektion erkrankt Innerhalb von 4 Wochen verendeten 
120 Tiera Zum Zertpunkt der tmpfung waren von den 
180 verbieibenden Tieren 40 Winisch stark erkrankt und 
die restllchen 140 Tiere morbid. 
1 mi inkomplettes Adjuvans (Beispiel 1) mil PMV-Arrti- 
genan 10 6 EID pro mJ. In die Vakzination wurden aiie 
Tiere einbezogen. Von den 40 schwer erkrankten star- 
ben noch 25%, von den Gbrigen 3% des Bestandes. 

Ergebnls: 

[0037] Bereits nach 3 bis 5 Tag en stabili si erte sich der 
Gesundheitszustand erheblich. Das Sterben lieS nach 
und selbst Tiere mit extrem verandertem Aflgemeinbe- 
finden kehrten zur Norm zurQck. 

Epikrise: 

[0038] 3 Wochen vor der !mmunisierung mit dem 
inkompietten Adjuvans wurden die Tauben mit einem 
Wasser-in-Ol-Adjuvans PNWmpfstoff ohne Effekt immu- 
nisiert. Deutich wurde erstmalig, da3 mit dem inkom- 
pietten Adjuvans und PMV-Antigen in eine Infektion 
hineingeimpft warden konnte und das Winische BikJ sich 
schlagartig besserte (3 bis 5 Tage p.a.). 

Beispie! 4 

Tauben 

Salmonellose 

Anamnese: 

[0039] s.tm. Infektion in einem Bestand von etwa 50 
Tieren Qber mehrere Jahre. Behandlung mit Antibiotika 
entsprechend Antibiogramm; bisher keine nachhaftigen 
Effekte. Auch inaktivierte S.t.m. Vakzinen dammten das 
Geschehen nicht ein. 

Vakzination: 

[0040] Immunisierung des Gesamtbestandes mit 
inkomplettem Adjuvans (Beispiel 1) pro ml und Tier und 
10 9 inaktivierte S.tm. Keime pro ml brachten einen opti- 
malen Schutz. Eine Boosterung 4 Wochen nach der 
Erstvakzination brachte eine Verbesserung der Auf- 
zucht junger Tauben und die Eradikation der S.tm 
Infektion. 

[0041] tn die Immunisierung mit inkomplettem Adju- 
vans wurden die Nestjungen mit guter Vertraglichkeit 
einbezogen. 



Beispiel 5 
Hflhner 

5 Slowvirusinfektion - Broilerelternvermehrungszucht 
Anamnese: 

[0042] Seit Mitte der achtziger Jahre wird euorpa- und 
10 weltweit das Ansteigen des sogenannten Maiabsopti- 
onssyndroms (Slowvirusinfektion) beschrieben (Syn- 
onyma: Helikopter disease, Brittle bone disease. 
Standing syndrom, Femoral head necrosis, Leg pro- 
blems u.a.) 

is Damrt im Zusammenhang traten opportunistische tnfek- 

tionen wie Mareksche Krankheit, Kokzidiose, Staph. 

Arthritis, SalmoneUen u.v.a.m. auf. 

[0043] Klinisch tritt in dies en Herden im Alter von 2 bis 

4 Wochen bereits eine erhebliche Wachstumsdffieren- 
20 zierung auf (Standing Syndrom). 

Bis zur Legererfe von etwa 20 bis 24 Wochen kann ca 

1/4 des Bestandes verlustig gehen. 

Ein Bestand von etwa 7000 Tieren hatte in der 3. 

Lebenswoche bereits 10 bis 15% der Tiere des Bestan- 
25 des Urrtergewichte. Die erreichten Gewichte der zuruck- 

gebfiebenen Tiere lagen bei 65% Gewicht vom 

Mrttelwert der Gruppa 

Die Here wachsen erheblich langsamer, schlechte 
Befiederung und erhohte Krankheitsanfailigkeit sind die 
so Folge. 

Die airf diese Weise ausgesonderten Tiere konnen in 
der Aufzucht bis zu 25% ausmachen. Durch die erhehte 
Krankheitsanfailigkeit treten in diesen Herden auch 
nach Legebeginn viele oft kaum zu beherrschende 
35 opportunistische Infektionskrankheiten auf. Durch ver- 
suchsgemafie Vakzination einer solchen Herds mit 
komplettem Adjuvans (Beispiel 2) wurden folgende 
Beobachtungen gemacht: 

[0044] Nach der Vakzination erhorte sich die Herds. 
40 die abgemagerten "Here konnten bei freier F Otter ung 
innerhalb von 10 bis 14 Tagen einen groBen Teil ihres 
Gewichtes aufholen; auch die Morbiditat opportunisti- 
scher Krankheit en nahm ab. 

[0045] Bei vergleichendem Einsatz handelsubGcher 
45 Olemutsionsvakzinen trat dieser Effekt nicht auf. 

Nach diesen Beobachtungen wurden weitere Herden 
mit kompletten Adjuvans wie folgend immunisiert: 

so [0046] Eine Impfdosis komplettes Adjuvans (1 ml) 
wurde mit je einer Impfdosis ND, IB und IBD versehen 
(Serdogie ND, IB und IBD entsprach im Titer vergleich- 
baren Ctemulsionsadjuvarttien). 
Nach den Wachstu msku rven erfolgte die erste Immuni- 
55 si e rung unmittelbar vor dem ersten Auftreten des Stan- 
ding Syndroms im Alter von 3 bis 4 Wochen, die zweite 
Immunisierung im Alter von 10 bis 12 Wochen und die 
dritte Immunisierung im Alter von 18 bis 20 Wochen mit 
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komplettem Adjuvans. 

Nach dlesem Immunislerungsprogramm waren die 
Wachstumskurven wieder eine Gerade, die Verfuste 
gingen auf das normale Ma3 zurOck. Besonders deut- 
Hch waren die Effekte bei MK und Leukose. Ohne Ande- 
rungen im MK Imp^rogramm gingen die Veriuste durch 
Neoptasien gegen Null zurock. 

Epikrise: 

[0047] Das Standing Syndrom wurde durch die Vakzi- 
nation mil tempi etten Adjuvans aufgehoben und alle 
anderen Probieme der opportunistischen Krankheiten 
wurden auf ein Minimum zurQckgedrangt. 
In vergleichsweise anderen Herden mit mineralOihalti- 
gen Impfstoffen durchgefOhrten Vakzinationen wurden 
keine solchen Effekte erzielt 

Durch die Gesundheitsstabilisierung in der Aufzucht 
wurde eine erhebiich Leistungssteigerung bei den 
erwachsenen Tieren festgesteltt. 
In den einzelnen Zuchtstufen wurde nach der Immurti- 
sierung ein begrenzter Generation eneffekl feststellbar, 
der Qber 4 Wochen anhielt und nicht mrt maternalen 
AntikOrpern zu deuten tst d.h. in der nachfblgenden 
Generation wurden diese frOhzeitigen Wachstumspro- 
bieme des Standing Syndroms nicht gesehen. 
Qegenwdrtig werden in anderen linien mit gleichen 
Symptomen diese Effekte reproduziert (ca 30 000 
Tiere). 

Beispiel 6 

Furunkulose 

Status prasens: 

[0048] Patientin mit multiplen Furunkeln am Stamm 
nach Entbindung. 

Bakterioiogische Untersuchung ergab St.aureus mit 
antibiotischer Mehrfachrestistenz. 
Die Lysotypie ergab StammQbereinstimmung mit Hos- 
pitaikeimen der Entbindungsstation. Die konventionelle 
Therapie versagte. Eine Autovakzine mit inaktivierten 
St.aureus Antigen verhinderte das erneute Exazerbie- 
ren fOr maximal 4 Wochen. 

Vakzination: 

[0049] In 1 ml komplettes Adjuvans (Beispiel 2) wur- 
den 10 9 inaktivierte Keime des Hospitalstammes 
St.aureus verbracht. 

Die Immunisierung erfolgte mit 1 ml komplettem Adju- 
vans. Bererts nach drei Tagen begannen die Furunke) 
einzutrocknen und nach 10 Tagen war die Furunkulose 
geheiit. 

Als ein weiteres Familienmitglied dieser Patientin an 
Furunkulose erkrankte wurde mit komplettem Adjuvans 
und inaktivierten Staureus Antigen mit gleichem Effekt 



immunisiert. 
Beispiel 7 

s Staphyiokokkeninfektion nach SpritzenabzeS 
Status prasens: 

[0050] Wegen Ailergie wurde ein Patient mit den spe- 
io zifischen Allergenen desensibilisiert. Nach einer dieser 

Injektionen entstand ein SpritzenabzeB im GesaB. Trotz 

chirurgischer trrterverrtion brach der Abzefl in das Weine 

Becken durch. Die Staphylokokken konnten aus dem 

Blut isoliert werden. 
15 Da der Aligemeinzustand sich taglich verschlechterte 

wurde als ultimo ratio komplettes Adjuvans (Beispiel 2) 

eingesetzt. 

Vakzination: 

20 

[0051] Es wurden 1 ml komplettes Adjuvans mit einer 
inaktivierten St.aureus Keimdichte von 10 9 Keimen pro 
ml i.m. appliziert 

Der krrtische Zustand hielt noch 2 Tage an mit abneh- 
mender Krise. 

[0052] Nach 3 Tagen stand der Patient erstmalig wie- 
der auf und nach we iter en 7 Tagen war er geheift. 

Beispiel 8 

Akne vulgaris 

Status prasens: 

36 [Q053] Ein Patient seit etwa 1 0 Jahren mit Beginn der 
Pubertat hatte im Gesicht, am ROcken und auf der Brust 
vorwiegend in der SchweiBrinne stark entstellende 
Aknefurunkel. 

Die bakterioiogische Untersuchung ergab Str.pyogenes 
40 und Corynebact acne mit guter antibiotischer Sensibili- 
tat. Da aber alle bisherigen Behandiungen einschiieB- 
fich einer antibiotischen keine Besserung brachten, 
wurde versuchsweise vakziniert. 

46 Vakzination: 

[0054] Es wurde komplettes Adjuvans (Beispiel 2) 

ohne zusatzliche Antigene appliziert. 

Nach einer Woche begannen bereits die tieferen Akne- 

50 furunke] abzuheilen. Nach drei Wochen erfolgte eine 
zwerte Vakzination mit der gleichen Dosis. Nach 6 
Wochen von der ersten Immunisierung an gerechnet, 
entstand ein veil tg neuer GesichtsausdrucK da auch die 
Narben verblaBten und keine neuen Aknefurunkel ent- 

55 standen. 
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Belspfei 9 
Osteoporose 
Status prasens: 

[0055] Eine Patientin mh Osteoporose, End 8 des 4. 
Lebensjahrzertntes Menopause bereits eingetreten, 
war 4 Wochen in einer orthopadischen KHnik zur Stabi- 
lisierung des Bewegungsapparates zur Behandlung 
eingewiesen wonden. Die Patientin konnte die Arbeiten 
im Haushatt nur mil Muhe Oder fremder Wife verrichten. 
Da der Zustand auch rtach dem Krankenhausaufenthatt 
sich nicht besserte, wurde der Versuch der Vakzination 
unternommen. 
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1 Oder 2, dadurch gekennzelchnet daB das Mas* 
senverhaltnis von aliphatischen Alkoholen, Sorbi- 
tol- und/oder Glycerorfettsaureester und 
Potysorbaten 0,5-3 zu 0.2-4 zu 1-5 betragt 

Inkompfettes Adjuvans nach einem der AnsprOche 
1 bis 3. dadurch gekennzelchnet da3 afs Chelat- 
bildner Salze der Ethylendiarrintetraessigsaure 
enthaJten sind. 

(nkomptettes Adjuvans nach efnem der AnsprQche 
1 bis 4, dadurch gekennzelchnet, da 6 zusatzfich 
mehrwertige, wasserlosliche Aikohoie, bevorzugt 
Glycerol, in einer Kbnzentration von 0,01 - 10 % 
enthaJten sind. 



Vakzination: 

[0056] !m Abstand von 3 Wochen wurden jeweils 1 mi 
komplettes Adjuvans (Beispiel 2) ohne weitere Antigene 
i.m. appiiziert 

14 Tagen nach der zweiten Injektion besserte sich das 
Befinden, so daQ Arbeiten im Haushait wteder leichter 
mCglich wurden. Nach der dritten Vakzination lieBen die 
Knochenschmerzen fast ganziich nach und die Bewe- 
gungsfahigkect wurde wieder vdilig hergesteilt. 
[0057] Drei Monate nach Behandlungsbeginn begann 
der normale MenstruationszyWus ohne jegliche Kompli- 
kationen bei einem Jahr Nachbeobachtungszeit. 

Paten tan spruche 

1. Inkomplettes Adjuvans fOr Antigene, insbesondere 
wie Viren, Bakterien, Parasiten einschlieBlich ihrer 
Stoffwechselprodukte oder Teife der Strukturen von 
Viren, Bakterien und Parasiten zur Immunisierung, 
dadurch gekennzelchnet daB das Adjuvans aus: 

0,01% - 30 % Polydimethylsiloxane, die einen 
Potymerisationsgrad von n = 20 - 400 und eine 
kinematische Viskositat von 20 - 1000 mrrfrs 
aufweisen, 

0.01% - 15% Kompiexemulgator mrt einem 
HLB-Wertvon 9-16, 
45% - 99% biocompatible SalzlOsung, 
0,01 - 10 % Dimethylsulfbxid und 
- 0, 0001 - 1 % Chelatblldner 

besteht. 

2. Inkomplettes Adjuvans nach den AnsprOchen 1 
oder 2, dadurch gekennzelchnet, daB die K6n> 
plexemulgatoren aus aliphatischen AJkohoien der 
Kettenlangen C 10 bis C 10 o, aus Sorbitol- und/oder 
Giycerolfettsdureester und aus Polysorbaten beste- 
hen. 

3. Inkomplettes Adjuvans nach einem der AnsprOche 



6. Komplettes Adjuvans fur Antigene, insbesondere 
wie Viren, Bakterien, Parasiten einschlieBiich ihrer 
Stoffwechselprodukte Oder Telle der Strukturen von 

20 Wen, Bakterien und Parasiten zur Immunisierung, 
dadurch gekennzelchnet, daB das Adjuvans aus 
inkompiettem Adjuvans gemaB einem der AnsprO- 
che 1-5, Peptidoglycanen auf der Basis von spezi- 
esspezrfischen Staureus-Stammen und/oder 

25 anderen Stammen in einer Konzentratlon von 
0,00001 bis 1 mg EiweiBstickstoff pro ml Adjuvans 
und wasserloslichen naturiichen und/oder syntheti- 
schen Poiymeren in einer Kbnzentration von 0,0001 
bis 10 mg pro ml Adjuvans besteht. 
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7. Komplettes Adjuvans nach Anspruch 6. dadurch 
gekennzelchnet, daB ats wasseriosliche natOrii- 
che und/oder synthetische Polymere 

Polyvinylpyrrol idon, 
Poly-6-Aminohexansaure, 
Polyvinylalkohol, 
Alkali- und Ammoniumalginate, 
Cellulose und partialsynthetische Cellulose- 
ester wie Methyl cellulose, Ethylcellulose, 
Hydroxyethylcellulose, Ethylhydroxyethylce!!u- 
lose. Natriumcarboxymethylceilulose 

enthaJten sind. 

8. Verfahren zur Herstellung von kompletten Adjuvan- 
tien for Antigene gemaB einem der AnsprQche 6 
oder 7, dadurch gekennzelchnet, daB zu einem 
inkompletten Adjuvans gemaB der AnsprOche 1 bis 
5 eine Kochsalz enthaftende waBrige Zusammen- 
setzung von Peptidoglycanen auf der Basis von 
spezifischen St.aureus-Stammen zugefQgt wind, 
wobei zuvor zur Herstellung der Peptidoglycane 
speziesspezifische St&mme von Staureus ausge- 
wahlt, auf Biutagar bebrOtet, die geemteten Sta- 
phylokokken in gepufferter Phenoitochsalzlosung 
aufgenommen, inaktiviert, die inaktivierten Staphy- 
lokokken separiert, gewaschen, anschlieBend mit 
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emer Kochsalz enthaltenden waBrlgen LCsur.g von 
wasserloslichen natQritchen und/oder syntheti- 
schen Polymeren aufgenommen und im AutoWaven 
bel einer Temperatur von Gber 121 °C behandeit 
werden. s 

Adjuvans gemaB der Anspruche 1 Oder 6 zur Ver- 
wendung fur die Herstellung von Vakzinen und fflr 
die Immunfsierung in der Human- und veterinarme- 
dizin. w 



Claims 



An incomplete adjuvant tor antigens, such as 
viruses, bacteria and parasites, including their met- 
abolic products or parts of the structures of viruses, 
bacteria and parasites for immunization, compris- 
ing: 

- from 0,01% to 30% of polydimethylsiloxanes 
having a degree of polymerization of n from 20 
to 400 and a kinematic viscosity of from 20 to 
1000 mrf/s, 

- from 0,0 1 % to 1 5% of a complex emulsif ier with 
an HLBof 9-16, 

from 45% to 99% of biocompatible salt solu- 
tion, 

- from 0,01% to 10% of dimethylsulfoxide and 

- from 0,0001% to 1% of a chelating agent 

The incomplete adjuvant of claim 1 or 2, wherein 
said complex emulstfier consists of aliphatic alco- 
hols with a chain length of C 10 to C 10 o. of fatty acid 
esters of sorbitol and/or glycerol and of polysorb- 
ates. 



The incomplete adjuvant of any of claim 1 or 2, 
wherein the ratio by weight of said aliphatic alco- 
hols to fatty acid esters of sorbitol and/or glycerol to 
polysorbates is 0.5-3 to 0.2-4 to 1 -5. 40 

The incomplete adjuvant of any of claim 1 to 3, 
wherein said chelating agent are salts of ethyl ene- 
diaminetetraacetic acid. 



The incomplete adjuvant of any of claim 1 to 4, fur- 
ther comprising murtihydric, water-soluble alcohols, 
preferably glycerol, at a concentration of from 
0,01% to 10%. 

A complete adjuvant for antigens, such as viruses, 
bacteria and parasites, including their metabolic 
products or parts of the structures of viruses, bacte- 
ria and parasites for immunization, wherein the 
adjuvant consists of the incomplete adjuvant 
according to any of the claims 1 to 5, peptidogty- 
cans based on species-specific strains of Staphylo- 
coccus aureus and/or other strains at a 



concentration of from 0.00001 to 1 mg of protein 
nitrogen per ml of adjuvant, water-soluble natural 
and/or synthetic polymers at a conc entrati on of 
0.0001 to 10 mg per ml of adjuvant 

7. The complete adjuvant of claim 6, wherein 

polyvinylpyrolidone 
- poly-6-arrtinohexanoic acid 
polyvinyl alcohol 
alkali and ammonium alginate 
cellulose and partially synthetic cellulose 
esters, such as methylcellulose, ethytceJIulose, 
hydroxyethylcellulose, ethythydroxyethytcellu- 
is lose, and sodiumcarboxymethylcellulose 

are contained as water-soluble natural and/or syn- 
thetic polymers. 

8. A method tor preparing a complete adjuvant for 
antigens according to any of claim 6 or 7, which 
comprises adding a salt-containing aqueous com- 
position of peptidoglycans based on a species-spe- 
cific strain of Staphylococcus aureus to the 
incomplete adjuvant according to any of claim 1 to 
5, previously, for the preparation of the peptidodyc- 
lans, species-specific strains of Staphylococcus 
aureus being selected, incubating said strains on 
blood agar, harvesting the incubated Staphyloco- 
cci, taking up the harvested Staphylococci in a buff- 
ered phenol/saft solution, inactivating the taken up 
Staphylococci, separating and washing the inacti- 
vated Staphylococci, taking up said separated and 
washed Staphylococci in a salt-containg aqueous 
solution of a water-soluble, natural and/or synthetic 
polymer, and autoclaving the taken up Staphyloco- 
cci at a temperature of more than 121°C. 
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9. The adjuvant of any of claim 1 or 6, comprising the 
use of said adjuvant for the preparation of vaccines 
and for immunization in human and veterinary med- 
icine. 

Revendications 

1 . Adjuvant incomplet pour antigenes, tels que notam- 
ment virus, bacteries, parasites y compris leurs pro- 
duits metaboliques, ou elements de la structure de 
virus, bacteries et parasites, aux fins cf immunisa- 
tion, caracterlse en ce que radjuvant consiste en : 

- 0,01 % a 30 % de polydimethylsiloxanes, pre- 
sentant un degre de polymerisation de n - 20 a 
400 et une viscosite cinematique de 20 a 1000 
mmfys, 

- 0,01 % a 15 % d'emulsifiant complexe avec 
une valeur htb de 9 a 16, 

45 % a 99 % de solution saline biocompatible. 
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0,01 % a 1 0 % de dimethylsuifoxyde, 
- 0,0001 a 1 % de cheiateur. 

2. Adjuvant incomplet selon les revendications 1 ou 2, 
caracterise^ en ce que les emulsufiants complexes 
consistent en alcools aliphatiques de longueur de 
chaTne C10 a C100, en esters d'acides gras sorbrti- 
ques et/ou glyceriques et en polysorbates. 

3. Adjuvant incomplet selon i'une des revendications 1 
ou 2, caracterise en ce que le rapport des masses 
des alcools aliphatiques, des esters d'acides gras 
sorbitiques et/ou glyceriques et des polysorbates 
estde 0.5-3 a 0,2-4 a 1-5. 

4. Adjuvant incomplet selon i'une des revendications 1 
a 3, caracterise en ce que des sels oTacide aceti- 
que cPaminetetraethylenique sont compris comme 
cheiateur. 

5. Adjuvant incomplet selon i'une des revendications 1 
a 4, caracterise en ce que des alcools poiyvalents 
solubles a i'eau, prefgrentiellement du glycerol, 
sont en outre compris dans une concentration de 
0,01 %a 10%. 



de peptldoglycanes sur la base de souches St 
aureus speciflques, des souches St aureus 
d'especes specif iques 6tant au prealabie selection- 
nees pour fa production des peptldoglycanes, 

5 tncubees sur agar sanguin, les staphylococci es pro- 
dutte etant recueillis dans un serum phenolique 
tamponn6 et inactives, lesdits staphylocoques Inac- 
tives etant separes, laves, et absorbes ensuite avec 
une solution aqueuse contenant du chlorure de 

w sodium par des polymeres naturels solubles dans 
i'eau et/ou synthetiques, et trait es en autoclave a 
une temperature superieure a 121 ° C. 

9. Adjuvant selon les revendications 1 ou 6, utilisabJe 
is pour (a realisation de vacclns et aux fins dimmuni- 
sation en medecine humaine et v6t6rinatre. 
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6. Adjuvant complet pour antigenes, tels que notam- 
ment virus, bacteries, parasites y compris leurs pro- 
duits melaboliques, ou elements de la structure de 
virus, bacteries et parasites, aux fins d'immunisa- 30 
tion, caracterise en ce que I'adjuvant consiste en 

un adjuvant incomplet selon I'une des revendica- 
tions 1 a 5, en peptldoglycanes sur la base de sou- 
ches St. aureus d'especes spectfiques et/ou 
d'autres souches, dans une concentration de 35 
0,00001 a 1 mg d'azote proteique par ml d'adjuvant 
et de polymeres naturels solubles dans i'eau et/ou 
synthetiques dans une concentration de 0,0001 a 
10 mg par ml d'adjuvant 

40 

7. Adjuvant complet selon revendication 6, caracte- 
rise en ce que sont contenus comme polymeres 
naturels solubles dans i'eau et/ou synthetiques : 

de la polyvinylpyrrolidone, 45 
de Pacide poly-hexa-amino-caproTque 

- de I'aJcool polyvinylique, 

- des alginates d'alcali et d'ammonium, 

de la cellulose et des esters celiulosiques par- 
tiellement synthetiques tels que methylcellu- so 
lose, ethylcellutose, hydroxy ethylceilulose, 
6thylhydroxy6thylcellulose, carboxymethylcel- 
lulose de sodium. 



Precede pour la production d'adjuvants complets 
pour antigenes selon I'une des revendications 6 ou 
7, caracterise en ce qu' est ajoutee une composi- 
tion aqueuse et contenant du chlorure de sodium 
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